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論 文 要 旨 
 
タンパク質の結晶化は、X 線を用いたタンパク質分子の 3 次元構造を明らかにするため
に行われてきた。また、タンパク質分子のサイズは比較的大きいため、溶液中での結晶化
のメカニズムを調べるためのモデルとして、“その場”観察の対象となってきた。結晶化は、
熱力学的に安定な結晶核が生成されるまでの核生成の過程と、その後の結晶が成長してい
く結晶成長の過程に分けられる。本研究では溶液から成長するリゾチームタンパク質の結
晶化を調べるために、前者に対し薄い溶液層を用いた透過型電子顕微鏡による“その場”
観察、後者に対し微小重力環境を利用した光学顕微鏡による“その場”観察からアプロー
（別紙様式９）                                          【論文提出によるもの】 
チを行った。これらの手法を用いることで、溶液中の密度差から生じる対流を抑制した環
境で、ナノ～ミクロンスケールの結晶化過程を“その場”観察することができる。 
タンパク質結晶の核生成では、結晶核の生成にはまず前駆物質が生成し、その内部から
結晶核が生成するという過程が提案されている。光散乱を用いた手法により前駆物質と考
えられる数百 nm サイズのクラスターが検出されてきた。しかし、このクラスターがタン
パク質結晶の核生成においてどのような役割を持つのかは不明であった。これを明らかに
するため、透過型電子顕微鏡の高真空環境に数百 nm の溶液層を導入する技術を用い、ナ
ノ領域の分解能でタンパク質結晶の核生成過程を“その場”観察した。その結果、従来前
駆物質と考えられてきたクラスターの内部から結晶核は生成せず、不均質核生成のサイト
としてその表面から核生成が始まることが観察された。一方、核生成した粒子の成長速度
を解析したところ、生成直後の粒子はバルク結晶よりも 2 桁大きいことが分かった。これ
は、生成した結晶の面が荒れていること、核生成直後の粒子がアモルファス状であること
で説明できる。 
 タンパク質の結晶成長においては、微小重力環境でタンパク質結晶の完全性が向上する
原因が不明である。これを調べるために航空機を利用した微小重力環境下でのリゾチーム
結晶の表面を“その場”観察した。対流の抑制される環境では、成長する結晶周囲のタン
パク質濃度がバルク濃度よりも小さくなるため、成長速度も小さくなることが予測された
が、これに反して結晶表面に生成するステップの成長速度は大きくなった。結晶の成長に
伴うステップ周囲の濃度を評価したところ、成長速度に影響を及ぼすような濃度減少は見
られなかった。そのため、微小重力環境では、結晶表面上に滞在しステップの前進を阻害
する不純物の量が地上と比べて小さくなったことを示唆している。 
 また、国際宇宙ステーションを利用した微小重力環境下での顕微干渉計によるリゾチー
ム結晶表面“その場”観察実験を行うための、種結晶、密閉型溶液セルの開発を行った。
温度の変化する環境で長期間、種結晶と溶液を保持する工夫が必要であった。種結晶は、
化学固定した結晶を用いることで、3 ヶ月間 50 oC の環境に耐え、かつ、顕微干渉計での観
察に耐えうることが分かった。密閉型溶液セルは石英ガラス製で、溶液の熱膨張による内
圧増加を緩和するエラストマーチューブを取り付けることでセルの破砕防いだ。また、エ
ラストマーチューブから散逸する水の蒸発速度を測定し、最も蒸発速度の小さいエラスト
マーを選択した。これらは国際宇宙ステーションでの実験に用いられ、その結果、微小重
力環境下でのリゾチーム結晶成長速度の過飽和度依存性が精密に測定された。 
 本研究ではリゾチームタンパク質の結晶化を調べるため、溶液中の対流が抑制されたよ
り理想的な環境で、ナノ～マイクロスケールに及ぶ“その場”観察を行った。その結果、
核生成におけるクラスターの役割を明確にし、対流の抑制された環境では結晶成長に対す
る不純物効果が抑制されることを示した。本研究で確立した手法を様々なタンパク質の結
晶化に応用することで、その一般則を調べることが可能である。 
 
  
別 紙 
 
論文審査の結果の要旨 
 
 
山﨑智也は、東北大学大学院理学研究科博士課程に在籍していた時に、タンパク質の
結晶化のメカニズムを解明することを目的に、タンパク質の一種であるリゾチームを用い
て結晶成長学的研究を行った。山﨑智也は、就職のために博士課程は退学したが、今回、
在学時代から続けてきた研究が博士論文としてまとまったため、審査を行った。 
 山﨑智也が目指したタンパク質の結晶化メカニズムの解明における最大の課題は、タン
パク質分子がどのような経路をたどって結晶核を形成するかにある。この結晶化の最初期
の現象である核生成は、そのサイズスケールと時間スケールの小ささから、アプローチで
きる手法が限られている。ここで、透過電子顕微鏡によるその場観察が適用できれば、最
も直接的で強力な手法になる。しかし、従来、有機物は電子線損傷の影響を受けやすく、
透過電子顕微鏡観察は、凍結や染色、レプリカの作製などの工夫を施すことで、初めて達
成されてきた。山﨑智也は、リゾチームの結晶化実験を、透過電子顕微鏡の視野内で行う
という野心的な手法で、課題に取り組んだ。その成果が博士論文の主要部分になっている。
山﨑智也は、手法の確立から取り組み、4 年をかけて、光学顕微鏡下での対照実験との比
較から電子線の影響を評価しつつ、結晶のナノスケール観察、結晶成長過程のその場観察
に成功し、さらに核生成の瞬間を捉えた。その結果、タンパク質分子は、その巨大さのた
めに、電子線損傷による結晶欠陥の導入を抑制でき、結晶化のその場観察において無機の
結晶とは異なるメリットがあることを明確に示した。また、これまで結晶核の前駆体とし
て考えられていたリゾチーム分子の農集した dense liquid と呼ばれるクラスターは、リ
ゾチーム分子が凝集した非晶質固体であり、結晶核へは相転移しないことを示し、定説を
覆した。そして、この非晶質固体の役割は、結晶核が不均質核生成するための下地に留ま
るとの結論を得た。さらに、結晶核が生成する際の成長速度を解析することで、結晶核の
生成直前に短時間だけリゾチームの農集した粒子が中間相として現れること示し、新しい
核生成の経路の提案に至った。 
山﨑智也は、一つ一つの課題に真摯に向き合うことで、透過電子顕微鏡内で初めて
“生きた”タンパク質結晶の観察に成功し、さらに核生成の径路にまで言及した。この研
究成果は非常に独創的であり、博士論文として妥当であると論文審査会において認められ
た。さらに研究成果は、今後自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有
することを示している。したがって、山﨑智也提出の博士論文は、博士（理学）の学位論
文として合格と認める。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
